МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 


УДК 619:579 


Ю.Б. Никульшина, Д.Г. Сверкалова, Е.Н. Никулина 
(ФГОУ ВПО «Ульяновская государственная сельскохозяйственная академия», 


Ульяновск) 


РАЗРАБОТКА МЕТОДОВ ИНДИКАЦИИ 
И ИДЕНТИФИКАЦИИ ВОВОЕТЕГГА 
ВКОМСНУЕРТСА, ВЫДЕЛЕННЫХ 
УДОМАШНИХ ЖИВОТНЫХ 


Введение 

В зарубежной научной литературе по- 
является все больше сообщений о распро- 
странении бордетеллезной инфекции сре- 
ди собак и кошек в Западной Европе, Ни- 
дерландах, Великобритании, США. Уче- 
ные этих стран внимательно следят за рас- 
пространением инфекции, разрабатывают 
диагностикумы, методы лечения и профи- 
лактики [3, 5, 7, 10]. 

Проблема распространения бордетел- 
лёзной инфекции крайне актуальная, так 
как учёными установлено, что ВотайеПа 
Бтопсш5ериса может явиться причиной ин- 
фекционных заболеваний и у людей, пере- 
даваясь им от животных [4, 5, 6,9]. 

Риск возможной передачи бордетел- 
лёзной инфекции от животных людям 
впервые предположили в 1962 году, а поз- 
днее ученые подтвердили это предположе- 
ние [8, 9]. В последующем зарубежные ис- 
следователи доказали возможность пере- 
дачи микроорганизма от кролика челове- 
ку [6]. Известны случаи передачи инфек- 
ции от кошек человеку [8]. Восприимчи- 
вость к инфекции человека и его тесный 
контакт с собакой делает возможным их 
взаимное заражение. 

В большинстве случаев бордетеллёз 
людей связывали с иммуннодепрессивным 
состоянием пациентов и в анамнезе не учи- 
тывали возможный контакт этих людей с 
больными животными [4, 5]. 

В нашу страну в последние десятиле- 
тия, с целью разведения новых пород, со- 
бак и кошек интенсивно завозят из-за гра- 
ницы. Это является предпосылкой для воз- 
никновения новых, малоизученных, остро- 
протекающих и ассоциированных заболе- 
ваний. Особую актуальность приобретают 
инфекции, причиной которых служат мно- 
гочисленные пассажи и накопление мик- 
рофлоры в организме животных - такие, 
как бордетеллёзная инфекция. 

Следует отметить, что указанная бо- 
лезнь в нашей стране недостаточно изучена 
и диагностируется как патология невыяс- 
ненной этиологии. Методы лабораторной 


диагностики бордетеллёза собак не разра- 
ботаны, что создает большую сложность в 
своевременной и точной диагностике. 

Вследствие этого целью данного на- 
учного исследования явилась разработ- 
ка схемы выделения и культивирования В. 
Бтопст5ерИса от домашних животных. 

Материалы и методы 

Работа проводилась в Научно-исследо- 
вательском инновационном центре микро- 
биологии и биотехнологии (НИИЦМиБ) 
кафедры микробиологии, вирусологии, 
эпизоотологии и ветеринарно-санитар- 
ной экспертизы ФГОУ ВПО «Ульяновская 
ГСХА». 

Схема научно-исследовательской ра- 
боты включала разработку бактериологи- 
ческих методов индикации и идентифика- 
ции возбудителя бордетеллёза домашних 
животных. 

Морфологические, культуральные и 
биохимические свойства бордетелл изуча- 
ли согласно общепринятым в микробиоло- 
гии методикам [1]. 

При разработке методики выделения 
бордетелл от домашних животных были 
подобраны собаки с клиническими при- 
знаками трахеобронхита: выраженное уг- 
нетение, температурная реакция, чихание, 
кашель, выделения из носовых отверстий 
(п=9). Для типизации ВогаеейЙа Бтопси5ер- 
пса использовали среды: бордетелл-агар, 
Эндо, МПА, триптиказно-соевый бульон, 
МПБ, набор сахаров ГИсса, тесты на под- 
вижность, оксидазу, индол, микроскопию с 
окраской по Граму. 

Собак фиксировали при взятии проб 
из носовой полости в стоячем или сидя- 
чем положении, удерживая голову одной 
рукой за кожную складку на шее, а другой 
— за челюсти. При взятии проб из глотки 
в стоячем или сидячем положении - раз- 
водя челюсти руками или с помощью инс- 
трументов. 

Для выбора наиболее эффективной 
методики испытали несколько схем выде- 
ления и культивирования В. Бтопс5ериса 
от собак. 
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Таблица 1 
Оценка роста микроорганизмов на триптиказно-соевом бульоне 
№ Проба вам ерное Придонный рост | Пристеночный рост Поверхностный 
пт р помутнение Рид р р р рост (кольцо) 
1. Б№1 + + - + 
2. Б№2 + + - + 
Е Б№3 + + - - 
4. 1©№1 + - - - 
5. 1<№2 -- -- - + 
6. 2С№1 - + - - 
и Ф№1 + + - + 
8. Ф№2 + + - + 
9: Ф№З + + - + 
Таблица 2 
Оценка колоний на бордетелл-агаре 
№ Конт Поверх- Консис- 
Величина | Форма Ур Рельеф р Цвет | Структура 
п/п края ность тенция 
- конусооб- бело- 
1. | 0,5-2,0 мм | округлая | ровный ус. блестящая „ | прозрачная | слизистая 
разный серый 
о конусооб- В 
2. | до 2,5 мм | округлая | ровный разный блестящая | белый | прозрачная | слизистая 
3.| до3Змм | округлая | ровный выпуклый гладкая | белый | прозрачная | слизистая 
ь конусооб- й 
4.| до4мм | округлая | ровный разный гладкая | белый | прозрачная | слизистая 
- конусооб- бело- 
5. | до 2,5 мм | округлая | ровный и блестящая . | прозрачная | слизистая 
разный серый 
от 0,3 В конусооб- бело- 
6. округлая | ровный в блестящая „ | прозрачная | слизистая 
до 0,5мм разный серый 
- конусооб- бело- 
7| до1мм | округлая | ровный уе блестящая . | прозрачная | слизистая 
разный серый 
конусооб- бело- 
8. | до2мм | округлая | ровный в блестящая „ | прозрачная | слизистая 
разный серый 
- конусооб- бело- 
9.| до2мм | округлая | ровный усоо. блестящая . | прозрачная | слизистая 
разный серый 


Схема №1 включала взятие проб - маз- 
ков из назальной впадины собак. Для это- 
го использовали стерильные ватные па- 
лочки и триптиказно-соевый бульон. Па- 
лочки помещали в носовые ходы собак 
на глубину 2-4 см и совершали несколь- 
ко вращательных движении, касаясь внут- 
ренней стенки носовой полости. После 
взятия материала пробы подращивали в 
термостате при {37°С в течение суток. За- 
тем осуществляли оценку роста на трип- 
тиказно-соевом бульоне и проводили по- 
сев на разработанную селективную сре- 
ду - бордетелл-агар с цефазолином. На 2-3 
сутки оценивали рост колоний, выделяли 
чистые культуры методом посева штри- 
хом и изучали морфологические, биохи- 
мические и культуральные свойства вы- 
деленных микроорганизмов. 

Схема №2 включала взятие проб из 


глотки собак непосредственно на селек- 
тивную среду. Для этого использовали сте- 
рильные ватные палочки и разработанную 
селективную среду - бордетелл-агар с се- 
лективными компонентами. 

Мазок брали с задней стенки глотки 
собак, совершая несколько вращатель- 
ных движений. Тампон вводили в задние 
отделы ротовой полости, избегая при- 
косновения к слизистой оболочке щек, 
языка, и проводили 2 -3 раза по задней 
стенке глотки. Для получения изолиро- 
ванных колоний посев проводили путем 
втирания тампона по периферии чашки, 
а затем 7-образными штрихами в центре. 
Среди выросших колоний выбирали по- 
дозрительные и отсевали на отдельные 
чашки. Чашки оставляли при 37° С на 2-3 
суток. Рост проявлялся через 48-72 часа. 
Затем выделяли чистые культуры и ком- 
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Таблица 3 
Морфологические и культуральные свойства полевых штаммов 
ое Проба р т Подвижность 5 НЕ ыы 
ндо ТСА МПБ ТСБ 
1 Б№1 «> кокки + + + + + 
2 Б№2 «- кокки + + + + + 
3 Б№3 «> кокки + + + + + 
4 10С№1 «-» кокки + + + + + 
Э: 1<С№2 «-» коккобацилла + + + + + 
6 2С№1 «-» бацилла + + + + + 
И. Ф№1 «-» коккобацилла + + + + + 
8 Ф№2 «-» коккобацилла + + и а г 
9 Ф№3 «-» коккобацилла + + + + + 
Таблица 4 
Биохимические параметры полевых штаммов 
№ Малый «пёстрый» ряд сахаров Гисса 
П/з ра глюкоза | лактоза маннит | мальтоза | сахароза т в 
1 Б№1 + - - + а - + 
2 Б№2 + - - + Е - + 
3 Б№3 + - - + = : 4 
4. | 1С№1 + - : + л : + 
5.| 10№2 - - - - 2 : 3 
6. | 20С№1 - ; ы Е 
77| ФМ - - - - : р + 
8.| Ф№2 - - я ь ы В + 
9.| Ф№З - - - - р в + 


плексно изучали их свойства. 

Для типирования выделенных от жи- 
вотных микроорганизмов использовали 
определитель бактерий Берджи [2]. 

На основании испытанных схем выде- 
ления бордетелл от домашних животных 
разработали методику индикации и иден- 
тификации Вота@еПа Бтопс5ериса. 

Результаты и обсуждение 

В результате проведения опыта по пер- 
вой схеме после суточной инкубации на 
триптиказно-соевом бульоне во всех про- 
бах регистрировали обильный рост микро- 
организмов (табл. 1). 

Из данных табл. 1 видно, что 6 из 9 ис- 
следуемых проб вызывали равномерное 
помутнение триптиказно-соевого бульо- 
на с последующим образованием осадка и 
пристеночного поверхностного кольца, что 
характерно для ВотавеПа Бтопсш5ериса. 

Результаты дальнейшего посева буль- 
онных культур на бордетелл-агар с цефа- 
золином с суточной инкубацией при тем- 
пературе 37° С в термостате не дали поло- 


жительных результатов выделения Вогае- 
1еПа Бтопси5ериса. Был отмечен обильный 
рост условно-патогенной флоры, в основ- 
ном грибковой природы. 

По нашему мнению, произошла утеря 
искомого возбудителя вследствие следую- 
щих факторов: 

® носовая полость активно взаимодейс- 
твует с микрофлорой окружающей среды, 
поэтому в ней содержится большое коли- 
чество условно-патогенной флоры, обиль- 
но размножающейся в триптиказно-соевом 
бульоне при заборе проб и, возможно, ин- 
гибирующей ВогашеИа Бтопсш5ериса; 

® при отборе проб и суточной культи- 
вации штаммам ВотгаееЦа Бтопс5ериса 
недостаточно ростовых и питательных ве- 
ществ в триптиказно-соевом бульоне, на- 
пример, угольных компонентов; 

® разработанная селективная среда — 
бордетелл-агар с цефазолином - не предо- 
твращает рост грибковой флоры, попада- 
ющей в пробы из носовой полости и окру- 
жающей среды. 
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Учитывая вышеприведённые доводы 
во второй серии опытов, мы попытались 
учесть эти факторы. 

При проведении опыта по схеме №2 
были получены следующие данные. 

Результаты культивирования отдельных 
колоний на плотной селективной среде — 
бордетелл-агаре представлены в табл. 2. 

На селективной среде характерный 
рост для рода Вота@еЙа (маленькие, блес- 
тящие, полупрозрачные, серовато-белые 
колонии диаметром 0,2-2,5 мм) показали 7 
культур. 

Результаты изучения морфологичес- 
ких и культуральных свойств колоний 
представлены в табл. 3. По морфологичес- 
ким и культуральным свойствам роду Вот- 
4@еЦа соответствовали 4 культуры. Они 
представляли собой овоидные, коккоба- 
циллярные грамотрицательные палочки, 
окрашивающиеся биполярно, располагаю- 
щиеся одиночно, парами, редко короткими 
цепочками. Все исследуемые образцы бы- 
ли подвижны и хорошо росли на простых и 
селективных питательных средах. 

Результаты изучения биохимических 
свойств выделенных колоний представле- 
ны в табл. 4. 


РЕЗЮМЕ 


По биохимическим тестам роду Вотае- 
1еЦа соответствовало 5 культур, которые 
не ферментировали сахара, не образовы- 
вали индол и продуцировали оксидазу. 

В результате комплексного изучения 
морфологических, культуральных и био- 
химических свойств было выделено 4 по- 
левых штамма В. Бтопсй5ериса. 

Таким образом, для выделения В. Бтоп- 
стзериса необходимо использовать селек- 
тивную среду, так как довольно трудно 
изолировать бордетеллы от других мик- 
роорганизмов, населяющих полость носа 
и глотки. 

Выводы 

Схема индикации и идентификации 
бактерий рода ВотамеПа Бтопси5ериса 
от домашних животных включает взя- 
тие глубоких мазков из глотки на селек- 
тивную среду: бордетелл-агар с цефазо- 
лином и миконазолом, выделение чистых 
культур, микроскопию с окраской по Гра- 
му, оценку роста на обычных и селектив- 
ных, жидких и плотных средах, изучение 
биохимических свойств (ферментация са- 
харов, тесты с оксидазой, уреазой и индо- 
лом) и оценку подвижности для видового 
типирования бордетелл. 


В статье приводятся результаты разработки диагностики бордетеллёза домашних животных. Ме- 
тодика индикации и идентификации ВогдееЙа Бгопс5ерйса включает взятие глубоких мазков из 
глотки собак на бордетелл-агар с селективными компонентами, выделение чистой культуры и оцен- 
ку морфологических, тинкториальных, биохимических и культуральных свойств бордетелл. 


ЗОММАКУ 
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